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1 . Base du rapport 

a En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

Q la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
| | contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 
| | deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

remis ulterieurement a i'administration, sous forme ecrite. 
| | remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

|~n La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 

divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 
| | La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 

du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 



2. 
3. 



□ || a ete estlme que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas falre I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
| | || y a absence d'unrte de llnventlon (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le tltre, 

[X| le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

| | Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abrege, 

j-yl (e texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

. . ie texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 

I | presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

La figure des desslns a publier avec I'abrege est la Figure n° = 

□ suggeree par le deposant. □ J^J-Ju*. 

Q parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 
| | parce que cette figure caracterise mieux Tinvention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) (juillet 1998) 



RAPPORT DE RECH 



w 



E INTERNATIONALE 



Dem^^tntematlonate No 

00/01946 



A. CLASS EM ENT DE L'OBJET OE LA DEMANDE 

CIB 7 A23C9/123 



Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la foes selon la classification rationale et la CIB 



B. DOMA1NES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimaie consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 A23C 



Documentation consultee autre que 



la documentation minimaie dans la mesure oil ces documents relevent des domaines sur lesquels a porta la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherc he Internationale (nom de la base de donnees. et si reusable, termes de recherche utilises) 

WPI Data, EPO-Internal , PAJ, FSTA, BIOSIS 



1 C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS _ 




1 Categorie 0 


Identification des documents cites, avec. le cas echeant, llndication des passages pertinents 




X 


US 5 711 977 A (CHEN MEI-CHING ET AL) 
27 janvier 1998 (1998-01-27) 
colonne 6, ligne 36 - ligne 39; 
revendications 7-9; exemples 2,6 


1-9 


X 


DATABASE WPI 

Section Ch, Week 200002 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class D13, AN 2000-021383 

XP002132839 

& PH 29 583 A (PHAM C B), 
1 avril 1996 (1996-04-01) 
abrege 


1,3,4, 
6-9 


X 
A 


FR 2 506 129 A (VERWALTUNG 0RGANI ETS) 
26 novembre 1982 (1982-11-26) 
exemple I 

-/-- 


1,4,6,8 
5,7 



DO voiria 



suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



■ Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 

considere com me particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mais public a la date de depot international 

ou apres cette date 
"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d une 
autre citation ou pour une raison spectale (telle qu'indiquee) 
"O" document se referant a une divulgation orate, a un usage, a 

une exposition ou tous a litres moyens 
"P" document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T" document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pourcomprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consid^ree com me nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

■Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"&' document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche international e a ete effectivement achevee 

8 septembre 2000 



Date d'expedition du present rapport de recherche intemationale 

15/09/2000 



Nom et 



postale de ('administration chargee de la recherche Internationale 

Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 

NL - 2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 

Fax: (+31-70)340-3016 



Fonctionnaire autoris6 



Saunders, T 



Fbrmulaire PCT/ISA/210 (deuxi6me feuHle) (juiDet 1992) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECH 



E INTERNATIONALE 



Dern^Abitematlonale No 

PcWR 00/01946 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cateflorte H Identification des documents cites, avec,te cas echeant, I'lndlcatlondes passages pertinents 



EP 0 577 904 A (NESTLE SA) 
12 janvier 1994 (1994-01-12) 
revendications 1,5,7,8; exemples 

US 5 902 578 A (HALPIN-DOHNALEK MARGARET 
IONE ET AL) 11 mai 1999 (1999-05-11) 
colonne 4, ligne 9 - ligne 12 
colonne 4, ligne 50 - ligne 56; 
revendications 1,4 

FR 2 560 046 A (SCHULER RUDOLF) 
30 aoOt 1985 (1985-08-30) 
exemples 



1,2,6-9 



1,2,6-9 



1,3,6-9 



Formulaire PCT/IS A/210 (suite do la deuxieme feuifle) (juillet 1 992) 



page 2 de 2 



INTERN 

Informs 




NAL SEARCH REPORT 

m patent family members 



pcwHf 



il Application No 

00/01946 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



US 5711977 



PH 29583 



27-01-1998 



JP 
JP 



3017687 B 
9322762 A 



NONE 



EP 0577904 



12-01-1994 



AT 

AT 

AU 

AU 

CA 

CZ 

DE 

DK 

EP 

ES 

FI 

GR 

HK 

HU 

IE 

JP 

JP 

NO 

NZ 

PL 

RO 

RU 

SK 

US 

us 



T 
T 



153063 
172245 
673525 B 
4158793 A 
2099856 
9301343 
69219768 
577904 
0768375 
2102485 
933002 
3024219 
1000143 
68567 
80629 B 
2916350 B 
6315373 
932408 
248057 
299542 
115175 
2126446 
71293 
5494664 
5603930 



A 
A 
D 
T 
A 
T 
A 
T 
A 
A 



Publication 
date 



13-03-2000 
16-12-1997 





A 


26-11-1982 


DE 


3120505 


A 


09-12-1982 






BE 


533031 


A 










CA 


1166065 


A 


24-04-1984 








CH 


315992 


A 










DE 


968860 


C 










FR 


1111483 


A 


27-02-1956 








GB 


795345 


A 










JP 


1030458 


B 


20-06-1989 








JP 


1547476 


C 


28-02-1990 








JP 


58076045 


A 


09-05-1983 








NL 


93350 


C 










NL 


8202045 


A,B, 


16-12-1982 








US 


2866470 


A 


30-12-1958 








US 


4435432 


A 


06-03-1984 



15-05- 

15- 10- 

14- 11- 
13-01- 
07-01- 

16- 02- 

19- 06- 

27- 10- 
16-04- 
01-08- 
07-01- 
31-10- 
24-12- 

28- 06 
21-10- 

05- 07 

15- 11 
07-01 
28-08 
21-02 
30-11 

20- 02 

06- 07 
27-02 
18-02 



1997 
1998 
1996 
1994 
1994 
1994 
1997 
1997 
1997 
1997 
1994 
1997 
1997 
1995 
•1998 
•1999 
-1994 
-1994 
-1995 
-1994 
-1999 
-1999 
-1994 
-1996 
-1997 



US 


5902578 


A 


11- 


-05- 


-1999 


WO 


9735596 A 


02-10-1997 


FR 


2560046 


A 


30- 


-08- 


-1985 


DE 
CH 


3406772 A 
665126 A 


13-03-1986 
29-04-1988 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1 992) 



(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLFEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propriete 
lntellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication Internationale 
11 janvier 2001 (11.01.2001) 




PCT 



llltllllll 



(10) Numero de publication internationale 

WO 01/01785 Al 



(51) Classification Internationale des brevets 7 : A23C 9/123 

(21) Numero de la demande internationale: 

PCT/FR00/01946 

(22) Date de depot international: 6 juillet 2000 (06.07.2000) 

(25) Langue de depot: francos 

(26) Langue de publication: francos 

(30) Donnees relatives a la priorite: 

99/08691 6 juillet 1999(06.07.1^99) FR 

(71) Deposant (pour tous les Etats designes saufUS): COM- 
PAGNIE GERVAIS DANONE [FR/FR]; 126-130, rue 
Jules Guesde, F-92302 Levallois-Perret (FR). 




(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulemenr)i v B"LAKEAV J 
Jean-Pierre [FR/FR]; 65, rue de Cassel, F-591 14 Steenvo- 
orde (FR). ROMOND, Marie-Benedicte [FR/FR]; 13-14, 
residence (les Andelys, Pare St Maur, F-59800 Lille (FR). 
^MOND, Charles [FR/FR]; 21, avenue du Marechal 
Leclerc, F-591 10 La Madeleine (FR). LECROIX, Francis 
[FR/FR]; 244, rue Henri Bailleu, F-59270 Godewaersvelde 



(FR&^t>NTIER, Charles [FR/FR]; 8 bis, rue Alienor 
d' Aquitaine, F-19360 Malemort-sur-Correze (FR). 

(74) Mandataires: VIALLE-PRESLES, Marie-Jose etc.; 
Cabinet Ores, 6, avenue de Messine, F-75008 Paris (FR). 

(81) Etats designes (national): AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CR, CU, CZ, DE, 
DK, DM, DZ, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, 
ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KR KR, KZ, LC, LK, LR, LS, 
LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NO, 
NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, TR, 
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW. 

(84) Etats designes (regional): brevet ARIPO (GH, GM, KE, 
LS, MW, MZ, SD, SL, SZ. TZ, UG, ZW), brevet eurasien 
(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet europeen 
(AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, 
MC, NL, PT, SE), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, 
GA, GN, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Publiee: 

— Avec rapport de recherche internationale. 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



_ (54) Title- METHOD FOR THE PRODUCTION OF AN IMMUNOSTIMULANT MILK PRODUCT AND USES THEREOF 
< 

(54) Titre- PROCEDE DE PREPARATION D'UN PRODUIT LACTE IMMUNOSTIMULANT ET SES APPLICATIONS 

00 
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^ tions defavorables a la fermentation par Bifidobacterium. Produits et aliments lactes obtenus a l'aide dudit procede. 
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PROCEDE DE PREPARATION D' UN PRODUIT LACTE IMMUNOS T IMULANT 
ET SES APPLICATIONS 

La presente invention est relative a 
1' utilisation de bifidobacteries pour la preparation 
5 d' aliments lactes immuno stimulants convenant en 
particulier a 1' alimentation infantile : aliments pouvant 
etre sous forme liquide ou poudre. 

Le genre Bifidobacterium fait partie de la 
faraille des Actinomycetaceae ; il regroupe des bacilles a 

10 Gram positif, anaerobies stricts, fermentant le glucose 
par la voie de la fructose 6-phosphate phosphocetolase . 
Leur pH optimal de croissance est compris entre 6 et 7, 
et leur temperature optimale de croissance est comprise 
entre 37 et 40°C. 

15 Les bifidobacteries font partie de la flore 

intestinale humaine normale, et on leur reconnait de 
nombreux effets benefiques pour la sante. II est 
notamment connu que les nourrissons alimentes au sein, 
qui possedent une flore intestinale dans laquelle les 

20 bifidobacteries predominent , resistent mieux aux 
infections et presentent notamment un risque de diarrhee 
plus faible que les nourrissons nourris avec des 
preparations lactees industrielles . 

Le role des bifidobacteries dans cette 

25 . resistance accrue aux infections n'a pas ete completement 
elucide. Differentes etudes indiquent qu'elles possedent 
un pouvoir immunostimulant qui impliquerait des 
substances polysaccharidique associees a la paroi 
bacterienne, ou secretees par les bacteries au cours de 

30 la fermentation anaerobie GOMEZ et al., [FEMS Microbiol. 
Lett., 56, 47-52 f (1988), decrivent l'effet 

immunomodulateur de fractions exocellulaires riches en 
polysaccharides produites par Bifidobacterium 

adolescentis ; la Demande FR publiee sous le numero 

35 2652590", au nom des Laboratoires OM, decrit un 
exopolymere immunopotentiateur de nature 
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polysaccharidique produit par Bifidobacterium infantis 
longum ; HOSONO et al., [Biosci." Biotech. Biochem., 61, 
312-316 (1997) et Bioscience Microflora, 17, 97-104, 
(1998), decrivent des polysaccharides immunopotentiateurs 
5 produits par differentes especes de Bifidobacterium. 
L' action immunomodulatrice des bif idobacteries se 
manifeste egalement par la regulation de la microflore 
intestinale, en particulier au detriment du developpement 
d' especes bacteriennes pathogenes . ROMOND et al. 
10 [Anaerobe, 3, 137-143, (1997), et J. Dairy Sci., 81, 
1229-1235, (1998)] decrivent ainsi des fractions riches 
en glycoproteines, produites par Bifidobacterium breve en 
conditions de fermentation anaerobie, et induisant in 
vivo un effet regulateur de la microflore intestinale. 
15 0n trouve sur le marche de nombreux produits 

fermentes par des bif idobacteries, eventuellement 
associees a d'autres bacteries lactiques, et dont 
1' ingestion permet de benef icier des effets 
immunostimulants des bif idobacteries et de leurs produits 
20 de fermentation. 

Dans le cas de 1' alimentation infantile, 
cependant, ceux-ci ont 1' inconvenient d'etre trop acides 
et de presenter, notamment dans le cas des produits en 
poudre, un aspect non-homogene apres reconstitution, du 

25 fait de la coagulation des proteines du lait par 
l'acidite generee lors de la fermentation. lis sont done 
parfois mal acceptes par 1' enfant et par la mere. 

Or, les Inventeurs ont maintenant decouvert 
que la production par des bif idobacteries , de substances 

30 dotees de proprietes immunostimulantes pouvait 
s'effectuer sans fermentation, et done sans acidification 
du produit final. 

La presente Invention a pour objet un procede 
de preparation d'un produit lacte immunostimulant , 
caracterise en ce que l'on effectue la bioconversion d'un 
substrat laitier a l'aide d'une culture de 
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Bifidobacterium, par maintien dudit substrat en contact 
avec ladite culture, dans des conditions defavorables a 
la fermentation par Bifidobacterium. 

On definit par « conditions defavorables a la 
5 fermentation par Bifidobacterium » des conditions dans 
lesquelles 1' acidification du milieu par Bifidobacterium 
n'excede pas 0,5 unites pH en 8 heures d' incubation pour 
un ensemencement initial 1 a 5 x 10 7 UFC par ml. Elles 
peuvent aisement etre determinees par l'homme de l'art a 

10 l'aide de simples essais, en faisant varier notamment 
1' aeration du milieu de culture, sa pression osmotique 
et/ou la temperature de culture, et en mesurant le pH en 
debut et en fin de culture. 

Pour un grand nombre de souches de 

15 Bifidobacterium, de telles conditions peuvent notamment 
etre obtenues par : 

- le maintien en conditions aerobies, par 
exemple sous agitation ; 

- le maintien du milieu a une pression 
20 osmotique correspondant a 0,93 a 0,97 

d'activite de l'eau (AW) ; 

- le maintien a une temperature de 40 a 
48°C ; 

ainsi que des combinaisons de ces differentes 

25 . conditions. 

La mise en contact du substrat laitier et des 
Bifidobacterium peut etre effectuee a raison de 1 x 10 7 a 
1 x 10 9 UFC par ml de substrat laitier, et la population 
finale de Bifidobacterium a 1' issue de la reaction de 
30 bioconversion est de 1 x 10 5 a 1 x 10 9 UFC par ml de 
produit . 

Le pH du substrat laitier lors de la mise en 
contact avec les bacteries est de preference de 6,3 a 7 
et le pH du produit a 1' issue de la reaction de 
35 bioconversion est pref erentiellement de 6 a 7 . 
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Selon les conditions utilisees, le temps de 
contact entre le substrat laitier et les bacteries sera 
de 6 a 24 heures . 

Le substrat laitier peut etre du lait, ou tout 
5 milieu a base de lait ; il peut s'agir par exemple d'un 
concentre de lait, d'une base pour aliment lacte 
infantile, d'une base pour yoghourt, etc... 

On peut a j outer au milieu a base de lait les 
ingredients necessaires a la realisation du produit pret 
10 a consommer que l'on souhaite obtenir. Si par exemple on 
souhaite obtenir un aliment lacte pour nourrissons, on 
ajoutera du lactose, des malto-dextrines, des mineraux, 
des vitamines, des matieres grasses, les ingredients per- 
mettant de reconstituer la composition du lait maternel. 
Si on le souhaite, les matieres grasses sont incorporees, 
puis homogeneisees avec la solution de maniere a obtenir 
une emulsion stable. 

One souche de Bifidobacterium breve convenant 
particulierement a la mise en ceuvre de 1' invention, a ete 
deposee selon le Traite de Budapest, le 31 mai 1999, sous 
le numero 1-2219 aupres de la CNCM (Collection Nationale 
de Cultures de Microorganismes ) tenue par l'Institut 
Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, a Paris. 

Cette souche possede les caracteristiques 

25 suivantes : 

Morphologie : bacilles courts avec rares 
formes en Y et V 

Metabolisme : anaerobie ; production d'acides 
acetique et lactique L(+) 

Fermentation des sucres : glucose, galactose, 
fructose, maltose, saccharose, lactose, esculine, ribose, 
mannitol, sorbitol, D raffinose, melibiose. 

La presente invention a egalement pour objet 
un produit lacte liquide caracterise en ce qu'il peut 
etre obtenu en mettant en ceuvre un procede conforme a 
1' invention. 



20 
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Ce produit presente de preference, a 1' issue 
de la reaction de bioconversion, un pH de 6a 7. 

A titre de comparaison, les produits de 1'art 
anterieur obtenus par fermentation par Bifidobacterium 
5 ont, en fin de fermentation un pH de 4 a 4,6- 

Ce produit peut etre consomme tel quel, ou 
subir differents traitements, dont la nature varie selon 
le produit pret a consommer que 1'on souhaite obtenir. II 
peut par exemple etre additionne d' agents de texture, de 
10 saveur, de supplements vitaminiques ou mineraux, de 
matieres grasses, etc. . . , si ceux-ci n' ont pas ete 
ajoutes dans le milieu initial. II peut egalement etre 
concentre ou dilue. 

Un produit lacte conforme a 1' invention peut 
15 servir de base pour la preparation d' aliments lactes 
f rais . 

Avantageusement, il peut egalement etre 
utilise pour la preparation, par sterilisation et/ou 
deshydratation, d' aliments de longue conservation. En 
20 effet, il conserve ses proprietes immunostimulantes meme 
en 1' absence de bacteries vivantes, par exemple apres 
dessiccation et sterilisation UHT . 

La presente invention englobe egalement les 
aliments lactes frais, sterilises, ou deshydrates obtenus 
25 . a partir d'un produit lacte conforme a 1' invention. 

Elle englobe aussi les aliments lactes 
reconstitues obtenus par addition d'eau aux aliments 
lactes deshydrates conformes a 1' invention. 

Les aliments lactes (frais, sterilises, ou 
30 reconstitues) conformes a 1' invention ont generalement un 
pH de 6 a 7,5, de preference de 6,5 a 6,9. 

Contrairement aux aliments resultant de la 
fermentation par Bifidobacterium connus dans 1'art 
anterieur, les aliments lactes conformes a 1' invention ne 
35 sont pas acides, et contiennent les proteines du lait 
sous forme soluble, non-coagulee . Par addition d'eau aux 
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aliments lactes deshydrates conformes a 1' invention on 
peut ainsi obtenir un produit ~ homogene, sans 
precipitation ou separation de phase. 

Les aliments lactes conformes a 1' invention, 
de par leur effet immunostimulant , conferent une 
protection contre les infections microbiennes et virales 
comparable a celle des aliments resultant de la 
fermentation par Bifidobacterium connus dans l'art 
anterieur, sans presenter les inconvenients de ces 
derniers en termes de modification du gout et de 1' aspect 
du produit. lis sont particulierement bien adaptes a 
1' alimentation infantile, et notamment a 1' alimentation 

des nourrissons, mais peuvent egalement etre utilises 

pour 1' alimentation de sujets de tous ages. 

La presente invention sera mieux comprise a 

l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 

refere a des exemples de preparation de produits lactes 

conformes a 1' invention. 

EXEMPLE 1 : FABRICATION D' UNE PREPARATION LACTEE 
DIETETIQOE POUR NOURRISSONS, EN POUDRE, A ACTIVITE 
IMMUNOSTIMDXANTE 

On prepare un concentre de lait, dont la 

composition, exprimee en g pour 100 g de matieres seches, 
est la suivante : 

Proteines de lait (80% de caseine et 

20% de proteines de serum) 13 

Matiere grasse vegetale 25 5 

Lactose " 42 25 

Malto-Dextrines 16 ' 

Mineraux 3 
Vitamines 0,25 

On ajoute la matiere grasse vegetale a un lait 
de vache ecreme, chauffe a 75 °C. On homogeneise a la meme 
temperature en 2 etapes, la premiere sous 200 kgs/cm 2 , la 
seconde sous 50 kgs/cm* . On ajoute ensuite le lactose et 
les malto-dextrines, prealablement mis en solution dans 
l'eau, puis les solutions de vitamines et de mineraux. 
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Le melange final est pasteurise a 115 °C, puis 
concentre par evaporation a 48% de matiere seche. 

Le concentre refroicii a 37 °C est ensuite 
ensemence a raison de 5% avec une culture de £. jbreve 
5 1-2219 contenant 10 9 bacteries/ml. Le pH initial est de 
6,15 et la pression osmotique est de 0,96. 

Apres incubation pendant 8 h a 37 °C, dans un 
tank sous air avec agitation periodique 10 minutes toutes 
les 2 heures, le pH est de 6,1 et la population de 
0 B. breve est de 10 6 bacteries/ml. L'acidite Domic est de 
48°D. 

Le concentre est seche par atomisation. La 
poudre obtenue, additionnee a de l'eau a raison de 140 g 
pour un litre d'eau permet d'obtenir un lait reconstitue 
5 qui possede les caracteristiques suivantes : pH 6,6, 
acidite Dornic 12 °D ; aspect de lait liquide sans grains 
de caille. 

EXEMPT 2 : FABRICATION D' UNE PREPARATION IACTEE 
DIETETIQUE POUR NOURRISSONS, A ACTIVITE IMMUNOSTIMUIANTE , 
> PRETE A L'EMPLOI, STERILISEE UHT ET CONDITIONNEE 
ASEPTIQUEMENT 

On prepare un melange dont la composition (en 
g/litre), est la suivante : 



Proteines 21 

Matiere grasse 24 

Glucides 83 
Mineraux 5 
Vit amines 0,4 5 



Ce melange est prepare a partir des 
ingredients suivants (pour 100 litres de produit fini) : 

- 58 litres de lait ecreme, 
-2,4 kgs de matiere grasse, 

- 4,7 kgs de lactose, 

- 0,7 kgs de malto-dextrines , 

- 0,3 kg de vitamines, 

- 0,05 kg un complexe mineral. 
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Le lait est au prealable traite thermiquement 
en systeme UHT a une temperature de 115 a 120 °C. 

Dans le lait refroidi a 70°C f on incorpore la 
matiere grasse et on procede a une homogeneisation en 
5 2 etapes, 200 kgs/ au cours de la l 6re etape, 50 kgs a la 
2* me etape. 

Le melange est refroidi a 37 - 38 °C, puis 
ensemence a 1,5% avec une culture de CNCM 1-2219 
contenant 1 a 5 x 10 9 bacteries/ml . 
10 On incube a 37 °C pendant 8 heures dans les 

conditions indiquees a 1'exemple 1 ci-dessus, puis on 
procede au ref roidissement , a 5°C. 

Le pH du produit est de 6,3 et la population 
de B. breve est de 3 x 10 7 bacteries/ml. L'acidite Dornic 
15 est de 23°D. 

Le reste des ingredients est dissout dans 
50 litres d'eau d' environ puis ajoute au produit obtenu a 
1' issue de 1' incubation. 

Le melange ainsi realise est soumis a un 
20 traitement UHT a 140°C pendant 6 a 7 secondes avant 
d'etre conditionne aseptiquement - 

EXEMPIjE 3 : EFFET XMbdUNO STIMULANT DE PRODUITS IACTES 
CONFORMES A L' INVENTION 

L' ef f et immunostimulant des preparations 
25 lactees conformes a 1' invention a ete etudie comme suit : 

- par 1' evolution de flore fecale sur des 

souris a flore humaine ; 

par la regulation du phenomene de 
translocation sur des souris monoxeniques a Clostridium 
30 perfringens. 

Etudes de 1' evolution de la flore fe cale chez les souris 
a flore humaine : 

Les souris sont de la lignee C3H a flore 
humaine adule. 
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II s'agit de la generation Gl, la generation 
GO etant des souris axeniques associees a l'age adulte a 
la flore humaine . 

- Nombre de souris par lot :6 

5 - Nombre d'essais : 2 par produit. 

Les souris sont gardees 1 semaine dans une 
meme cage puis reparties a raison de 6 .par cage. 

I/age des souris au debut des essais est de 
8 semaines minimum a 11 semaines maximum, 
10 Seront suivis dans la flore fecale : 

- les Bif idobacteries 

- les Bacteroldes Fragills 

- les spores de Clostridia 

- les spores de CI. perfrlngens eventuellement 
15 Techniques microbioloqiques 

L'echantillon fecal est preleve 

extemporanement, pese aseptiquement et dilue en solution 
prereduite de RINGER (diluee au quart et supplementee en 
chlorhydrate de cysteine a 0,3 g/1). 
20 Denombrement des bif idobacteries et des 

bacteroldes fragilis sur milieux prereduits de BEERENS et 
BBE ensemences directement et incubes en anaerobiose. 

Pour la recherche des spores de Clostridium : 

- les suspensions sont chauffees 10 minutes a 
25 75°C et ensemencees sur gelose Columbia supplementee en 

glucose (5 g/1) et chlorhydrate de cysteine (0,3 g/1) et 

incubees 5 jours, 

- les colonies de Clostridium sont reperees 
par leur morphologie et une reaction negative a la 

30 catalase. La morphologie cellulaire est determinee apres 
coloration Gram 3. 

Les Resultats obtenus avec une preparation 
lactee temoin ayant ete ensemencee avec le ferment CNCM 
1-2219 et administree immediatement sont illustres par le 
35 Tableau I ci-dessous (temps de contact = 0) 

Tableau I 
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TO 


T 7 jours 


T 15 jours 


Bifidobacteries 


8,2 ± 0,3 


9,3 + 0,1 


8,6 + 0,1 


Bacteroides Fragiiis 


7,2 ± 0,5 


9,3 + 0,1 


9,2 ±0,1 


Clostridium 


4,3 ±0,1 


5,1 ±0,5 


6.7 ± 0,3 



Les resultats sont exprimes en log. et les 
chiffres representent la moyenne des resultats des 
6 souris ; on constate une augmentation significative de 
Bacteroides Fragiiis et des Clostridia, d' ou un risque 
inf ectieux. 

Les resultats obtenus avec une preparation 
lactee conforme a 1' invention, ensemencee et ayant subi 
un contact de 8 heures a 37 °C avec CNCM 1-2219 sont 
illustres par le Tableau II ci-dessous. 





TO 


T 7 jours 


T 1 5 jours 


Bifidobacteries 


7.1 ±0,1 


11 ±0,5 


10,3 ±0,8 


Bacteroides Fragiiis 


8 ±0,2 


7,9 ± 0,3 


nd < 4,7 log 


Clostridium 


3,9 ± 0,3 


' 4.4 ± 0,2 


4 (1 souris) 
5 autres : absence 


C. Perfringens 
nd : non determine 


3,7 ±0,9 


nd 


nd 



15 



20 



25 



On constate, par rapport au temoin, une 
augmentation des Bifidobacteries de 2,5 log et une 
reduction tres importante des Bacteroides et des 
Clostridia, notamment apres 15 jours d' administration. 
Etudes sur 



sourxs 



monoxeniques 



Clostridlvtm 



per f ring-ens : 

Objectif : verifier 1' influence des produits 
conformes a 1' invention sur la dissemination des 
bacteries intestinales dans differents organes. 

Condition d' experimentation : souris axeniques 
(age = 8 semaines) maintenues en isolateur sterilise, 
alimentees sur la base R03 sterilisee par irradiation. 
Produits testes : 

- eau ultrapure sterilisee par autoclavage 

- eau ultrapure sterilisee par autoclavage 
additionnee d'une preparation conforme a 1' invention 
(PCI) a raison de 14 g (poids de poudre) pour 100 ml 
d' eau. 



WO 01/01785 PCT/FR00/01946 

11 



Ces solutions sont preparees sterilement 
chaque jour et donnees ad libitum aux souris pendant 
6 jours. Au terme de cette periode, C. perfringens souche 
LAB (origine humaine intestinale) est inocule a raison de 
5 3,5 a 4,5 log UFC par souris. On mesure 1' implantation et 
la dissemination de Clostridium perfringens dans les 
organes lymphoides par sacrifice de deux souris par lot 
24, 48 heures, 4 jours et 7 jours apres inoculation. Les 
denombrement sont effectues par la methode du nombre le 
10 plus probable a trois tubes en milieu LS (incubation 4 6°C 
24-48 heures) . 

Les resultats sont illustres par le Tableau 

III ci-apres : 



Tableau III 





J1 


J2 


J4 


J 


7 




PCI 


eau 


PCI 


eau 


PCI 


eau 


PCI 


eau 


lleon proximal 


2 


2 


0 


1 


0 


2 


2 


2 


Median 


2 


0 


0 


1 


0 


2 


2 


2 


Distal 


2 


0 


0 


1 


0 


2 


2 


2 


Caecum 


2 


0 


0 _j 


2 


1 


2 


2 


2 


Colon 


2 


2 


0 


2 


2 


2 


2 


2 


Plaques de Peyer 


1 


1 


0 


0 


1 


2 


2 


2 


Ganglions 
mesenteriques 


0 


2 


0 


0 


1 


2 


1 


2 


Bacteriemie 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


Rate 


0 


1 


0 


2 


0 


2 


1 


2 


Foie 


0 


0 


0 


0 


1 


2 


2 


2 


Rein 


0 


1 


0 


2 


1 


2 


1 


2 


Poumon 


0 


0 


0 


0 


0 


2 


0 


0 



15 . Legende du Tableau III : 

0 = Faible implantation/dissemination 

1 = Implantation/dissemination moyenne 

2 = Implantation/dissemination importante 

On constate : 

20 - un retard d' implantation de 24 heures de 

C. perfringens apres administration du produit conforme a 
1' invention ; 

une dissemination dans les organes 
lymphoides faible, chez les souris ayant absorbe le 
25 produit' conforme a 1' invention (PCI). 
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Ces resultats montrent que les preparations 
conformes a 1' invention regulent la dissemination de 
Clostridium perfringens dans les organes lymphoides. 
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REVENDI CATIONS 

1) Procede de preparation d'un produit lacte 
immunostimulant , caracterise en ce que 1' on effectue la 
bioconversion d'un substrat laitier a l'aide d'une 

5 culture de Bifidobacterium, par maintien dudit substrat 
en contact avec ladite culture, dans des conditions 
defavorables a la fermentation par £if\zdojbacteriuzn^ 

2) Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que la mise en contact du substrat 

10 laitier et des Bifidobacterium est effectuee a raison de 
1 x 10 7 a 1 x 10 9 UFC par ml de substrat laitier, et la 
population finale de Bifidobacterium a 1' issue de la 
reaction de bioconversion est de 1 x 10 5 a 1 x 10 9 UFC par 
ml de produit. 

15 3) Procede selon une quelconque des 

revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le pH du 
substrat laitier lors de la mise en contact avec les 
Bifidobacterium est de 6, 3 a 7 et le pH du produit a 
1' issue de la reaction de bioconversion est de 6 a 7. 

20 4) Procede selon une quelconque des 

revendications 1 a 3, caracterise en ce que le temps de 
contact entre le substrat laitier et les bacteries est de 
6 a 24 heures. 

5) Procede selon une quelconque des 
25 revendications 1 a 3, caracterise en ce que l'on met en 

oeuvre une culture de Bifidobacterium comprenant la 
souche de Bifidobacterium breve deposee le 31 mai 1999, 
sous le numero 1-2219 aupres de la CNCM. 

6) Produit lacte caracterise en ce qu'il est 
30 susceptible d' etre obtenu par le procede selon une 

quelconque des revendications 1 a 5. 

7) Produit lacte selon la revendication 6, 
caracterise en ce que son pH est de 6 a 7 . 

8) Aliment lacte obtenu a partir d'un produit 
35 selon la revendication 7. 
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9) Aliment lacte selon la revendication 8, 
caracterise en ce que son pH est de 6 a 7,5, de 
preference de 6,5 a 6,9. 
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# 1 

ITTiernational application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/FR00/01946 ! 


I. Basis of the report 1 


I . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation \ 
under Article 1 4 are referred to in this report as ' originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 


| | the international application as originally filed. 






P><^| the description. 


pages 1-12 

pages 

pages 


, as originallv filed. 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of _ 






pages 


, filed with the letter of - 




£><] the claims. 


Nos. 1-9 


. as originally filed. 






Nos. 


, as amended under Article 19, 




Nos. 


, filed with the demand, 






Nos. 


, filed with the letter of 






Nos. 


. filed with the letter of 




| j the drawings. 


sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 


. as originallv filed. 
, filed with the demand. 
. filed with the letter of 






sheets/fig 


, filed with the letter of 




2. The amendments have resulted in the cancellation of: 






1 1 the description. 


pages 






1 1 the claims. 


Nos. 






1 1 the drawings, 


sheets/fig 






3. I""] Tnis re P ort nas been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 

to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 1 


4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-4, 6-9 



1-4, 6-9 



1-9 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

1. Reference is made to the following documents; 



Dl: US-A-5 711 977 (YANG Y.-S. ET AL) 

D2: US-A-5 902 578 ( HAL PIN- DOHN AL E K M. I. ET AL) 

D3: DATABASE WPI Section Ch, AN 2000-021383 & 
PH 29 583 A (PHAM C. B. ) 

D4: FR-A-2 506 129 (EVOG) 

D5: EP-A-0 577 904 (SOCIETE DES PRODUITS 
NESTLE S. A. ) 



D6: FR-A-2 560 046 (SCHULER R. ET AL) 



2. The subject matter of independent Claims 1, 6 and 8 
is not novel in light of documents Dl and D2, cited 
in the international search report. It follows that 
these claims do not fulfil the requirements of 
novelty defined in PCT Article 33(2). 

Document Dl describes a method for preparing a milk 
product by contacting a dairy substrate with a 
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Bifidobacterium culture without there being any 
fermentation, and, as a result, with no 
acidification of the end product (see column 6, 
lines 28-47; and columns 9-10, Table V), in 
particular, for the production of an infant food 
product. Bioconversion occurs under aerobic 
conditions; the final population of Bifidobacterium 
is 10 9 CFU/ml; the contact time is 22 hours; and the 
pH of the product after the reaction is greater than 
6 (see columns 9-10, Example 6 and Table V) . 

Even although document Dl does not indicate or 
suggest that the Bifidobacterium cultures can be 
used to generate >x immunostimulant milk products by 
means of bioconversion of the dairy substrate" , the 
Bifidobacterium strains are added under conditions 
whereby the milk product is maintained in contact 
with the bacterial culture for an adequate length of 
time and under the conditions necessary for there to 
be a bioconversion reaction of said dairy substrate 
(see Example 6 and Table V) . It follows that, under 
the conditions described in Dl, the bacterial 
culture is considered to be indeed involved in a 
bioconversion of the dairy substrate. By the same 
token, even although it is not disclosed explicitly 
in Dl, the product produced as per the method of Dl 
is considered to be an "immunostimulant milk 
product" since the preparation method involves a 
bioconversion in the presence of a Bifidobacterium 
culture under conditions identical to those defined 
in the present application. 

Document D2 likewise discloses contacting a dairy 
substrate with a Bifidobacterium culture, without 
any fermentation, for the preparation of an infant 
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food product (see column 4, lines 5-20 and lines 43- 
56) . 

Dependent Claims 2-4, 7 and 9 can be accepted only 
in combination with independent claims defining 
subject matter that fulfils the requirements of the 
PCT concerning novelty, inventive step and 
industrial applicability (PCT Article 33(1)). 
Furthermore, said claims do not contain any features 
which, in combination with the features of any one 
of the claims to which they refer, might define 
subject matter which fulfils the requirements of the 
PCT. 

The subject matter of dependent Claim 5 appears to 
fulfil the requirements of novelty and inventive 
step defined in PCT Article 33(2) and 33(3) because 
the prior art does not anticipate the use of a 
culture from the Bifidobacterium breve strain, 
deposited under the number 1-2219 with the 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes , 
for the preparation of a milk product having the 
acidity and texture features described in the 
present application. 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii) , the 
description does not indicate the relevant prior art 
disclosed in documents Dl to D6, nor does it cite said 
documents . 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are f 
supported by the description, are made: 

The present Claim 1 lacks clarity (PCT Article 6) because 
the expression " under conditions that are unfavourable to 
fermentation by Bifidobacterium" is vague and ambiguous 
and casts doubt on the meaning of the technical features 
to which it refers. On the basis of the description, it 
appears to be clear that this expression relates, in 
particular, to maintaining the culture medium under 
aerobic conditions (see page 3). However, such aerobic 
conditions can be favourable to fermentation by 
Bifidobacterium strains with an aerobic metabolism (see 
document Dl) . In view of the fact that the conditions 
that are favourable or unfavourable to fermentation are 
dependent on the specific strain, the expression "under 
conditions that are unfavourable to fermentation by 
Bifidobacterium" does not have any concrete meaning. When 
patentability is dependent on this technical effect, Claim 
1 must be drafted in such a way as to indicate all of the 
technical features of the invention essential for arriving 
at this technical effect (see the PCT Guidelines III-4.4 
in conjunction with IV-7.6; and III-4.3). 
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TRAITE 0ROOPERATION EN MATIElA) 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERMATIOM 

(article 36 et regie 70 du PCT) 




Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

MJPcb191/161 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande intematlonale n° 
PCT/FR00/01946 


Date du depot international Qour/mois/ann6e) 
06/07/2000 


Date de priorite (jour/mois/ann£e) 
06/07/1999 


Classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
A23C9/123 


Deposant 

COMPAGNIE GERVAIS DANONE 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par radminlstaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a Particle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
radministration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la poss 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


H 


VIII 





Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

02/02/2001 


Date d'achevement du present rapport 
09.08.2001 


Nom et adresse postale de radministration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 
flSS) D-80298 Munich 

C^ 7 Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise /^^^^v 
Gim^nez Miralles, J (| |) 

N° de telephone +49 89 2399 8655 \^*o^" | 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande In ternationale n° PCT/FR00/01946 

I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de ia demande Internationale (les feuiites de remplacement qui ont 6t6 remises 
a /'office rScepteur en rdponse k une invitation faite conformement & I'articie 14 sont considers dans ie present 
rapport comme "initialement depos6es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eites ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-12 version initiale 

Revendications, N°: 

1-9 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus <§taient k la disposition de ('administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande international a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de ('administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la r&qle 55 2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques & 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n** : 

□ des dessins, feuilles : 
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5. □ Le pr6sent rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6t6 consid^rees 
comme allant au-delSi de l'expos§ de Tinvention tel qu'il a 6te depose, comme il est indique ci-apr6s (r&gle 
70.2(c)) : 



(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations comptementaires, le cas ech^ant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 
Activite inventive 

Possibility d'application industrielle 



Oui : Revendications 5 

Non : Revendications 1-4,6-9 

Oui : Revendications 5 

Non: Revendications 1-4,6-9 

Oui : Revendications 1-9 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande Internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont 6t6 constatees : 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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PRELIMINA1RE INTERNATIONAL - FEU1LLE SEPAREE 

Concernant le point V 

1 ) II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : US-A-5 71 1 977 (YANG Y.-S. ET AL.) 

D2: US-A-5 902 578 (HALPIN-DOHNALEK M.I. ET AL.) 

D3: DATABASE WPI Section Ch, AN 2000-021 383 & PH 29 583 A (PHAM C.B.) 

D4: FR-A-2 506 129 (EVOG) 

D5: EP-A-0 577 904 (SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A.) 

D6: FR-A-2 560 046 (SCHULER R. ET AL.) 

2) Uobjet des revendications independantes 1 , 6 et 8 n'est pas nouveau a la lecture 
des documents D1 et D2 cites dans la rapport de recherche internationale. Par 
consequent, ces revendications ne sont pas conformes au critere de nouveaute 
defini par I'article 33(2) PCT. 

Le document D1 decrit un precede de preparation d'un produit lacte par mise en 
contact d'un substrat laitier avec une culture de Bifidobacterium sans 
fermentation, et done sans acidification du produit final (voir col.6, I.28-47; et 
col.9-10, table V), notamment pour I'obtention d'un produit pour Talimentation 
infantile. La bioconversion a lieu en conditions aerobies; la population finale de 
Bifidobacterium est de 10 9 UFC/ml; le temps de contact est de 22 heures; et le pH 
du produit a Tissue de la reaction est superieur a 6 (voir col.9-10, exemple 6 et 



Meme si dans le document D1 il n'est pas indique ou suggere que les cultures de 
Bifidobacterium soient utilisees pour generer des "produits lactes 
immunostimulants par bioconversion du substrat laitier", les souches de 
Bifidobacterium sont ajoutees dans des conditions dans lesquelles le produit 
laitier est maintenu en contact avec la culture bacterienne pendant un temps 
suffisant et sous les conditions necessaires pour qu'une reaction de bioconversion 



table V). 
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du dit substrat laitier ait lieu (voir exemple 6 et table V). II est done considere que, 
dans les conditions decrites dans D1 , la culture bacterienne est en fait impliquee 
dans une bioconversion du substrat laitier. Par analogie, meme s'il n'est pas 
explicitement decrit dans D1, le produit obtenu selon le procede de D1 est 
considere comme etant un "produit lacte immunostimulant" du fait que le procede 
de preparation implique une bioconversion en presence d'une culture de 
Bifidobacterium sous des conditions identiques a celles definies dans la presente 
demande. 

Le document D2 divulgue aussi la mise en contact d'un substrat laitier et une 
culture de Bifidobacterium, sans fermentation, pour la preparation d'un produit 
pour I'alimentation infantile (voir col.4, I.5-20 et I.43-56). 



3) Les revendications dependantes 2-4, 7 et 9 ne peuvent etre admises que en 
combinaison avec des revendications independantes definissant des objets qui 
satisfont aux conditions requises par le PCT en ce qui concerne la nouveaute, 
I'activite inventive et la susceptibilite d'application industrielle (article 33(1) PCT). 
Par ailleurs, elles ne contiennent aucune caracteristique qui, en combinaison avec 
celles de Tune quelconque des revendications a lesquelles elles se referent, 
definisse un objet qui satisfasse aux exigences du PCT. 



4) L'objet de la revendication dependante 5 semble etre conforme aux criteres de 
nouveaute et activite inventive definis par les article 33(2) et 33(3) PCT, car I'etat 
de la technique n'anticipe pas la mise en oeuvre d'une culture de la souche 
Bifidobacterium breve deposee sous le numero 1-2219 aupres de la Collection 
Nationale de Cultures de Microorganismes pour la preparation d'un produit lacte 
ayant les caracteristiques d'acidite et texture telles que decrites dans la presente 
demande. 



Concernant le point VII 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 (feuille 2) (OEB-avril 1997) 



™. P .?« T D,EXAMEN Demande Internationale n° PCT/FR00/01 946 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE ° 946 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1(a)(ii) PCT, la description n'indique pas 
I'etat de la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1 a D6. 
Par ailleurs, elle ne cite pas ces documents. 



Concernant le point VIII 



La presente revendication 1 manque de clarte (article 6 PCT), car I'expression 
"dans des conditions defavorables a la fermentation par Bifidobacterium" est 
vague et equivoque, et laisse un doute quant a la signification des 
caracteristiques techniques auxquelles elle se refere. II semble clair d'apres la 
description que cette expression se rapporte notamment au maintien du milieu de 
culture dans des conditions aerobies (voir p.3). Cependant, telles conditions 
aerobies peuvent etre favorables a la fermentation par des souches de 
Bifidobacterium ayant un metabolisme aerobie (voir le document D1). Etant donne 
que les conditions favorables ou defavorables a la fermentation dependent de la 
souche particuliere, I'expression "dans des conditions defavorables a la 
fermentation par Bifidobacterium" n'a pas de signification concrete. Lorsque la 
brevetabilite depend de cet effet technique, il faut que la revendication 1 soit 
redigee de sorte a indiquer toutes les caracteristiques techniques de I'invention 
essentielles pour arriver a cet effet technique (voir Directives PCT III-4.4 en 
combinaison avec IV-7.6; et III-4.3). 
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avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 
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